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UTILISATION DE PYRAZOLO PYRIDINES POUR LE TRAITEMENT DE DEFICITS COGNITIFS 



Domaine de I'invention 

La presente invention concerne le domaine de la biologie, de la genetique et de 
la medecine. Elle concerne notamment de nouvelles compositions et methodes 
pour le traitement de pathologies neurodegeneratives, et notamment pour 
ameliorer, augmenter ou faciliter la cognition de sujets atteints de pathologies 
neurodegeneratives. L'invention repose plus particulierement sur ['utilisation de 
composes de la famille des pyrazolopyridines pour ameliorer les facultes 
cognitives de sujets atteints de maladie neurodegenerative. L'invention est 
utilisable pour Amelioration de la condition de sujets atteints de diverses 
pathologies neurodegeneratives, et tout particulierement de la maladie 
d'Alzheimer ou de la demence vasculaire. 

Arriere Plan de l'invention 

De nombreuses pathologies neurodegeneratives ont ete decrites comme ayant 
une composante ou un stade lie au phenomene d'apoptose ou mort cellulaire 
programmee. On peut citer aussi bien les pathologies neurodegeneratives du 
systeme nerveux central (par exemple la Sclerose Laterale Amyotrophique - 
SLA-, la maladie de Parkinson, la maladie d'Alzheimer ou la demence 
vasculaire), que les maladies degeneratives peripheriques, notamment 
oculaires. Ces pathologies disposent principalement de traitements 
symptomatiques, notamment de traitements des phenomenes inflammatoires 
associes, mais peu de traitements des causes reelles de ces desordres, en 
raison notamment de la complexity des mecanismes et voies metaboliques 
impliques, et de la diversite des facteurs causatifs. 

La demande internationale de brevet n° WO03/016563, deposee par la 
demanderesse, decrit de nouvelles cibles moleculaires de la neurotoxicite ainsi 
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que de nouvelles approches therapeutiques pour le traitement des pathologies 
neurodegeneratives. Ces approches sont basees sur une modulation de 
I'activite ou de I'expression d'une phosphodiesterase de type 4. 

5 La demande international n° PCT/FR04/00366, deposee par la demanderesse, 
propose de nouvelles approches de traitement des pathologies degeneratives 
oculaires basees sur une modulation de I'activite ou de I'expression d'une 
phosphodiesterase de type 4. 

10 Les demandes WO01/78709, WO01/81348, WO01/81345 et WO03/045949 se 
rapportent a I'utilisation de pyrazolopyridines dans le traitement de certains 
evenements associes aux pathologies neurologiques, tels que la formation 
d'agregats peptidiques (WO01/78709), la phosphorylation de la proteine TAU 
(WO01/81348) ou le blocage de I'enzyme GSK-3 (WO01/81345 et 

15 WO03/045949). 

Resume de I'invention 

La presente demande conceme maintenant de nouvelles strategies 
20 therapeutiques de maladies neurodegeneratives dans lesquelles les fonctions 
cognitives sont alterees, comme observe dans la maladie d'Alzheimer et la 
demence vasculaire. Ces strategies sont basees sur une modulation d'une ou 
plusieurs voies metaboliques identifies par les inventeurs, qui sont correlees a 
I'apparition, au developpement et a la progression de I'excitotoxicite et de 
25 I'apoptose dans les cellules nerveuses, et sont particulierement pertinentes 
dans les maladies neurodegeneratives et la fonction cognitive. 

La presente demande decoule plus particulierement de la mise en evidence des 
proprietes avantageuses et remarquables de composes de la famille des 
30 pyrazolopyridines, dont I'etazolate, pour le traitement des deficits cognitifs, 
notamment ceux induits par la maladie d'Alzheimer et la demence vasculaire. La 
presente demande propose ainsi de nouvelles strategies therapeutiques 
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destinees a traiter ou r6duire les troubles cognitifs chez des patients atteints de 
maladie neurodegenerative. 

De maniere generale, la presente invention concerne done I'utilisation d'un 
5 compose de la famille des pyrazolopyridines pour le traitement de maladies 
neurodegeneratives, notamment de deficits cognitifs associes aux maladies 
neurodegeneratives, 

Un autre objet de invention reside dans I'utilisation d'un compose de la famille 
10 des pyrazolopyridines pour traiter ou ameliorer le deficit cognitif chez des sujets 
atteints de pathologie neurodegenerative, notamment de la maladie d'Alzheimer 
ou de la demence vasculaire. 

Un aspect plus general de I'invention concerne egalement I'utilisation d'un 
15 modulateur du GABA(A) et des radicaux libres pour la preparation d'une 
composition pharmaceutique destinee au traitement des pathologies 
neurodegeneratives, notamment de la maladie d'Alzheimer et la demence 
vasculaire, ou des troubles ou desordres cognitifs chez les patients atteints de 
telles pathologies. 

20 

Un objet particulier de I'invention reside dans I'utilisation d'un compose de la 
famille des pyrazolopyridines pour la preparation d'une composition 
pharmaceutique destinee au traitement des deficits cognitifs chez les patients 
atteints de maladie neurodegenerative. 

25 

Un autre objet de I'invention reside dans une methode pour augmenter la 
cognition ou la perception cognitive chez des patients atteints de maladie 
neurodegenerative, comprenant I'administration a un sujet d'un compose tel que 
defini ci-avant. Avantageusement, la methode de I'invention permet en outre 
30 d'inhiber ou reduire I'excitotoxicite neuronale lors des maladies 
neurodegeneratives. 
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Sans vouloir etre lie par un mecanisme d'action, il apparart que Taction 
benefique inattendue et avantageuse des composes selon Pinvention sur les 
desordres cognitifs puisse s'expliquer par un double impact au niveau du 
recepteur GABA(A) et de la mitochondrie. En effet, la presente invention decrit 

5 I'identification, dans le cerveau de sujets pathologiques, de trois evenements 
moleculaires originaux caracterises par une alteration de I'expression de 
TARNm de la PDE4, de AKAP1 et de GABA(A)RAPL1 . Ces evenements sont 
correles dans le temps avec le phenomene d'excitotoxicite et/ou de mort 
neuronale, et demontrent I'existence d'alterations de la signalisation GABA en 

10 relation avec des troubles cognitifs. Ainsi notamment, la presente invention 
revele I'existence d'alterations d'epissage de TARNm codant pour la sous-unite 
epsilon du recepteur GABA(A) entre des ARNm extraits de cortex prefrontal de 
patients atteints de la maladie d'Alzheimer d'une part et des ARNm extraits de la 
meme region de cerveau d'individus contrdles ayant le meme age, d'autre part. 

15 Cette decouverte est particulierement interessante puisque cette proteine est 
impliquee dans la presentation et la desensibilisation du recepteur GABA(A), et 
que le vieillissement et les processus lies a Tage sont associes a une 
augmentation de la duree necessaire a la desensibilisation de ce recepteur 
GABA(A). Ces processus, et notamment les deficits cognitifs, pourraient done 

20 etre compenses par des composes selon Tinvention, presentant une action au 
niveau de la voie GABA et des mitochondries. 

La presente invention apporte done des elements nouveaux et essentiels a 
Telection du recepteur GABA(A) comme cible therapeutique pour le traitement 

25 de la maladie d'Alzheimer et plus generalement des desordres cognitifs, et 
permet ainsi de rendre compte des effets biologiques et therapeutiques 
observes lors de Tutilisation de composes de la famille des pyrazolopyridines 
dans le traitement de maladies neurodegeneratives, dont la maladie d'Alzheimer 
et la demence vasculaire, et plus particulierement pour traiter les desordres 

30 cognitifs. Les resultats presentes dans les exemples illustrent notamment 
Tefficacite de tels composes a ameliorer les capacites de memorisation des 
animaux dans une situation aversive. 
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Description detaillee de 1'invention 

L'excitotoxicite et I'apoptose sont les deux causes principales de la mort 
5 neuronale. Les multiples voies de I'apoptose emanent de la mitochondrie, et un 
des points cruciaux pour I'apparition de I'apoptose est, par exemple, I'ouverture 
du pore mitochondrial de transition (MPTP). La surproduction de radicaux libres 
(ROS), due au dysfonctionnement de la mitochondrie, desequilibre la regulation 
de I'apoptose et induit ainsi une augmentation de la vulnerability des neurones a 
10 l'excitotoxicite. 

Ces deux phenomenes, la surproduction des radicaux libres et l'excitotoxicite, 
sont impliques dans le mecanisme pathologique entraTnant la mort neuronale 
due a I'age et les maladies neurodegeneratives telles que la maladie 

15 d'Alzheimer, la demence vasculare, la maladie de Parkinson et la SLA. En effet, 
il a ete demontre que les radicaux libres sont au moins en partie responsables 
des deficiences des cerveaux ages. Le stress oxydatif a ete implique dans la 
progression de la maladie d'Alzheimer, de la demence vasculaire, de la maladie 
de Parkinson et de la SLA. Le stress oxydatif est le resultat d'un dereglement de 

20 I'homeostasie entre les pro-oxydants et les anti-oxydants, qui conduit a la 
generation de radicaux libres toxiques. 

Les inventeurs ont etabli un repertoire des alterations de I'epissage de I'ARN 
dans le cerveau d'animaux modeles de SLA ages de 60 jours, qui a ete realise 

25 par criblage differentiel qualitatif selon la technique DATAS (decrite dans la 
demande n° WO99/46403). Ce repertoire a ete construit a partir d'ARN extraits 
d'echantillons de cerveau et de moelle epiniere, sans isolement prealable des 
neurones, afin de prendre en compte un maximum d'evenements d'epissages 
altematifs lies au developpement de la pathologie. Le repertoire ainsi produit 

30 contient plus de 200 sequences distinctes, impliquant des acteurs clefs du 
phenomene d'excitotoxicite, tels que les canaux potassiques et le recepteur 
NMDA. La specificite des sequences qui constituent ce repertoire est attestee 
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par ie fait que la meme analyse differentiate qualitative de I'expression 
genetique realisee sur des animaux ages de 90 jours aboutit a un repertoire 
different, dont sont absents notamment les differents marqueurs de 
rexcitotoxicite. L'analyse des modifications d'epissage confirme que les 
5 6venements moleculaires sont differents selon le stade de la pathologie. 

De maniere particulierement interessante et inattendue, la realisation de DATAS 
sur des ARN d'animaux controles et transgeniques ages de 60 jours a permis 
d'isoler un fragment d'ADNc derive de I'ARNm de la phosphodiesterase 4B, de 
10 la proteine AKAP1 ("A Kinase Anchoring Protein") et de la proteine 
GABA(A)RAPL1 ("GABA(A) Receptor Associated Protein Like 1"). 

La proteine PDE4B f capable d'hydrolyser I'AMPc, est impliquee dans la 
regulation de la concentration intracellulaire d'AMPc. La proteine AKAP1 ancre 
la sous-unite regulatrice de la proteine kinase A (activee par I'AMPc) a la 
membrane mitochondriale et regule Tactivite du pore de transition mitochondrial. 
Les resultats obtenus montrent une expression plus prononcee de PDE4B dans 
les tissus nerveux pathologiques, liee a une modification structural de TARN 
correspondant, notamment a la deletion d'une region dans la partie 3 1 non- 
codante. Ce resultat est tout a fait compatible avec la presence de sequences 
de destabilisation des ARNm dans la sequence identifiee par DATAS. La 
deletion de ces sequences de destabilisation de I'ARNm de la PDE4B, par 
epissage ou par utilisation de sequences de polyadenylation alternatives, peut 
aboutir a une stabilisation, done a une augmentation de Texpression, de la partie 
codante de cet ARN. Cet evenement se produit specifiquement dans le cerveau 
des sujets pathologiques et non dans les sujets controles. 

^identification d'un fragment derive de AKAP1 demontre par ailleurs 
rimplication de cette proteine dans le developpement des processus 
30 d'excitotoxicite et de mort neuronale. AKAP1 interagit avec la sous-unite 
regulatrice de la proteine kinase A et avec le recepteur peripherique aux 
benzodiazepines (PBR), qui participe a la regulation de Touverture du pore 



20 
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mitochondrial de transition, ouverture qui caracterise I'execution de I'apoptose. 
Par consequent I'invention suggere que AKAP1 regule Intervention du PBR 
dans les phenomenes de mort cellulaire tels que la mort neuronale. 

^identification d'un fragment derive de GABA(A)RAPL1 souligne une 
deregulation de la signalisation dependante du recepteur GABA(A). Cette 
observation est tout a fait compatible avec I'importance du neurotransmetteur 
comme inhibiteur de transmission synaptique, notamment par son interaction 
avec le recepteur GABA(A). Cette inhibition permet de proteger les neurones 
contre une excitation soutenue qui pourrait conduire a la mort neuronale par 
excitotoxicite. Nos travaux indiquent done une alteration de ce niveau de 
regulation, impliques dans la presentation et la desensibilisation du recepteur 
GABA(A). 

Plus particulierement, la decouverte rapportee dans la presente invention illustre 
Texistence d'alterations de la signalisation GABA en relation avec des troubles 
cognitifs. La presente Invention revele aussi Texistence d'alterations d'epissage 
de I'ARNm codant pour la sous-unite epsilon du recepteur GABA(A) entre des 
ARNm extraits de cortex prefrontal de patients atteints de la maladie 
d'Alzheimer d'une part et des ARNm extraits de la meme region de cerveau 
d'individus controles ayant le meme age, d'autre part. Aucune anomalie de cette 
sous-unite n'avait jamais ete rapportee jusqu'a present en pathologie humaine. 

La presente invention permet done de proposer de nouvelles strategies 
therapeutiques des desordres cognitifs, basees sur une modulation de ces voies 
metaboliques, qui sont correlees a I'apparition, au developpement et a la 
progression de I'excitotoxicite et de I'apoptose dans les cellules nerveuses, et 
sont particulierement pertinentes dans les maladies neurodegeneratives et la 
fonction cognitive. 

Comme indique precedemment, la presente invention concerne de maniere 
generate I'utilisation d'un compose de la famille des pyrazolopyridines pour le 
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traitement de maladies neurodegeneratives (y compris la demence vasculaire), 
notamment de deficits cognitifs associes aux maladies neurodegeneratives. 

La presente demande documente les propri6tes avantageuses et remarquables 
5 de composes de la famille des pyrazolopyridines, dont I'etazolate, pour le 
traitement des deficits cognitifs, notamment ceux induits par la maladie 
d'Alzheimer et la demence vasculaire. 

Dans le contexte de 1'invention, le terme « traitement » designe le traitement 
10 preventif, curatif, palliatif, ainsi que la prise en charge des patients (reduction de 
la souffrance, amelioration de la duree de vie, ralentissement de la progression 
de la maladie, amelioration de la survie des neurones, protection des neurones 
contre I'excitotoxicite ou I'apoptose, etc.), etc. Le traitement peut en outre etre 
realise en combinaison avec d'autres agents ou traitements, notamment 
15 adressant les evenements tardifs de la pathologie, tels que des inhibiteurs de 
caspases ou autres composes actifs. 

L'invention est particulierement adaptee au traitement des deficits cognitifs chez 
les sujets, c'est-a-dire a la reduction de ces effets et/ou a I'amelioration de la 
20 perception cognitive chez les patients. 

Au sens de l'invention, un compose (ou ligand) de la famille des 
pyrazolopyridines designe avantageusement tout compose de formule (I) 
suivante, qui peut etre substitue ou non, sur Tune quelconque des positions. 



25 




Les composes de la famille des pyrazolopyridines utilises dans la presente 
invention sont en particulier choisis parmi les composes suivants : 



WO 2005/000302 PCT/FR2004/001630 



- L'etazolate de formule (II) suivante : 




5 

l'etazolate constituant un mode de mise en oeuvre prefere de I'invention, 

- Ester ethylique de I'acide 4-butylamino-1-ethyl-6-methyl-1H-pyrazolo[3,4- 
b]pyridine-5-carboxylique (tracazolate), 

10 

- Ester ethylique de I'acide 4-butylamino-1-ethyHH-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5- 
carboxylique, 

- 1 -(4-amino-pyrazolo[3,4-b]pyridin«1 -yl)-p-D-1 -deoxy-ribofuranose 

15 

- Ester ethylique de I'acide 1-ethyl-4-(N-isopropylidene-hydrazirio)-1H- 
pyrazolo[3 ( 4-6]pyridine-5-carboxylique (SQ 20009), 

- 4-amino-6-methyI-1-n-pentyl-1 H-pyrazo!o[3,4-b]pyridine 

20 

- Ester ethylique de I'acide 4-Amino-1-ethyl-6-methyl-1H-pyrazolo[3 l 4-b]pyridine- 
5-carboxylique (desbutyl tracacolate), 

- 4-amino-1 -pentyl-1 H-pyrazolotS^-blpyridine-S-carboxamide, 

25 

- Ester ethylique de I'acide 1-ethyl-6-methyl-4-methylamino-1H-pyrazolo[3,4- 
b]pyridine-5-carboxylique, 

- Ester ethylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1-propyMH-pyrazolo[3 f 4- 
30 bJpyridine-5-carboxyHque, 

- Ester ethylique de I'acide 1-ethyl-4-ethylamino-6-methyHH-pyrazolo[3,4- 
f>]pyridine-5-carboxylique, 

35 - Ester ethylique de I'acide 4-amino-1 -butyl-6-methyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridine- 
5-carboxylique f 

- 5-(4-amino-pyrazolo[3,4-6]pyridin-1-yl)-2-hydroxymethyWetrahydro-furan 
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- ester allylique de I'acide l-allyl-4-amino-6-methyl-1H-pyrazolo[3,4-6]pyridine-5- 
carboxylique, 

- acide 4-amino-6-methyl-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-6]pyridine-5-carboxylique, 

5 

- ester ethylique de I'acide 4-amino-1-ethyl-3,6-dimethyl-1H-pyrazolo[3,4- 
b]pyridine-5-carboxylique, 

- ester ethylique de I'acide 4-dimethylamino-1-ethyl-6-methyl-1H-pyrazolo[3,4- 
10 Jb]pyridine-5-carboxylique, 

- ester ethylique de I'acide 1-ethyl-6-methyl-4-propylamino-1H-pyrazolo[3,4- 
b]pyridine-5-carboxylique, 

15 - ester ethylique de I'acide 4-amino-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5- 
carboxylique, 

- ester ethylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1-pent-4-ynyl-1H-pyrazolo[3,4- 
b]pyridine-5-carboxylique, 

20 

- 4-amino-1 -but-3-enyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-aHylamide, 

- 4-amino-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-isopropylamide, 

25 - 4-amino-1 -pentyl-N-n-propyl-1 H-pyrazolo-[3,4-b]pyridine-5-carboxamide, 

- ester allylique de I'acide 4-amino-1-butyl-6-methyl-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridine- 
5-carboxylique, 

30 - ester ethylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1 -pent-3-ynyl-1 H-pyrazolo[3,4- 
b]pyridine-5-carboxylique, 

- 4-amino-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-prop-2-ynylamide 

35 - ester allylique de I'acide 4-amino-1 -(3-methyl-butyl)-1 H-pyrazolo[3,4- 
6]pyridine-5-carboxylique, 

- 4-amino-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-/3]pyridine-5-N-(2-propenyl)carboxamide, 

40 - ester allylique de I'acide 4-amino-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5- 
carboxylique, 

- 4-amino-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-butylamide, 

45 - ester allylique de I'acide 4-amino-1 -but-3-ynyl-6-methyl-1 H-pyrazolo[3,4- 
f>]pyridine-5-carboxylique, 
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- ester allylique de I'acide 4-amino-1-but-3-enyl-6-methyl-1H-pyrazolo[3,4- 
b]pyridine-5-carboxylique, 

- 4-amino-6-methyl-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-allylamide, 

5 

- ester allylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1 -pentyl-1 W-pyrazolo[3,4-b]pyridine- 
5-carboxylique, 

- ester allylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1-(3-methyl-butyl)-1H-pyrazolo[3,4- 
10 £>]pyridine-5-carboxylique, 

- ester isobutylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4- 
b]pyridine-5-carboxylique, 

15 - 4-amino-6-methyl-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-butylamide, 

- ester allylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1-(3-methyl-but-2-enyl)-1H- 
pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-carboxylique, 

20 - 4-amino-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-cyclopropylamide, 

- ethyl 4-amino-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-hydroxamate, 

- ester prop-2-ynylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4- 
25 b]pyridine-5-carboxylique, 

- ester allylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1-pent-4-ynyl-1H-pyrazolo[3,4- 
b]pyridine-5-carboxylique, 

30 - ester allylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1 -pent-4-enyl-1 H-pyrazolo[3,4- 
b]pyridine-5-carboxylique, 

- 4-amino-1 -pent-3-ynyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-propylamide, 

35 - 4-amino-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-cyclopropylmethyl-amide, 

- ester 2-methyl-allylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4- 
b]pyrid ine-5-carboxylique, 

40 - 4-Amino-1 -pent-3-ynyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-allylamide (IC1 1 90,622), 

- 4-amino-1 -pent-4-ynyl-/V-2-propenyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5- 
carboxamide, 

45 - 4-amino-1 -pent-3-ynyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-prop-2-ynylamide f 

- 4-amino-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-but-2-ynylamide, 
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- ester allylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1-pent-3-ynyl-1H-pyrazolo[3,4- 
b]pyridine-5-carboxylique, 

- ester allylique de I'acide 4-amino-1-(2-cyclopropyl-ethyl)-6-methyl-1H- 
5 pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-carboxylique, 

- ester allylique de I'acide 4-amino-1-hex-5-ynyl-6-methyl-1H-pyrazolo[3,4- 
b]pyridine-5-carboxylique, 

10 - 4-amino-1 -pent-3-ynyl-1 H-pyrazoloIS^-^lpyridine-S-cyclopropylmethyl-amide, 

- ester but-3-enylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1-pentyl-1H-pyrazolo[3,4- 
b]pyridine-5-carboxylique, 

15 - ester cyclopropylmethylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1 -pentyl-1 H- 
pyrazolo[3,4-d]pyridine-5-carboxylique, 

- 4-butylamino-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-D]pyridine-5-allylamide, 

20 - ester 2-cyclopropyl-ethylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1 -pentyl-1 H- 
pyrazolo[3,4-6]pyridine-5-carboxylique, 

- ester cyclopropylmethylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1-pent-3-ynyl-1H- 
pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-carboxylique, 

25 

- ester cyclopropylmethylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1-pent-4-ynyl-1H- 
pyrazoloIS^-dlpyridine-S-carboxylique, 

- ester ethylique de I'acide 4-amino-1-benzyl-6-methyl-1H-pyrazolo[3,4- 
30 D]pyridine-5-carboxylique, 

- 4-amino-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-benzylamide, 

- 4-amino-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-d]pyridine-5-phenylamide, 

35 

- ester benzylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4- 
/)]pyridine-5-carboxylique, 

- 4-Azido-1 -p-D-ribofuranosylpyrazolo[3,4-6]pyridine, 

40 

- 1 -pent-3-ynyl-/V-2-propenyl-4-propionamidd-1 tf-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5- 
carboxamide, 

-2-(4-amino-pyrazolo[3,4-Jb]pyridin-1-yl)-5-hydroxymethyl-tetrahydro-furan-3,4- 
45 diol, 

- 2-(6-methyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridin-4-ylamino)-ethanol, 
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- 3-(6-methyl-1 H-pyrazolo[3,4nb]pyridin-4-ylamino)-propan-1 -ol, 

- ester propylique de I'acide 3-(6-methyl-1H-pyrazolo[3,4-/)]pyridin-4-ylamino)- 
acetique, 

- ester ethylique de I'acide 2-(6-methyl-1 H-pyrazolo[3,4-fc]pyridin-4-ylamino)- 
propionique, 

- ester ethylique de I'acide 2-(6-methyl-1H-pyrazolo[3,4-/b]pyridin-4-ylamino)- 
10 pentanoique, 

- ester ethylique de I'acide 2-(6-methyl-1H-pyrazolo[3,4-/)]pyridin-4-ylamino)- 
benzoique, 

is - ester propylique de I'acide 3-(6-methyl-1 H-pyrazolo[3,4-fc]pyridin-4-ylamino)- 
pentanoique, 

- /V-benzylidene-/V-(3-methyl-1 -phenyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridin-4-yl)-hydrazine, 

20 - W-furan^-ylmethylene-A/XS-methyl-l -phenyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridin-4-yl)- 
hydrazine, 

- A/-(4-fluoro-benzylidene)-AT-(3-methyl-1 -phenyl-1 H-pyrazolo[3,4-6]pyridin-4-yl)- 
hydrazine, 

25 

- /V-(3-furan-2-yl-aHylidene)-Ar-(3-methyl-1 -phenyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridin-4- 
yl)-hydrazine, 

- A/-(4-methoxy-benzylidene)-Af-(3-methyl-1 -phenyl-1 H-pyrazolo[3,4-fc]pyridin-4- 
30 yl)-hydrazine, 

- 4-[(3-methyl-1 -phenyl-1 H-pyrazolo[3,4-/?]pyridin-4-yl)-hydrazonomethyl]- 
benzonitrile, 

35 - /V-benzo[1 ,3]dioxol-5-ylmethylene-Af-(3-methyl-1 -phenyl-1 H-pyrazolo[3,4- 
b]pyridin-4-yl)-hyd razine, 

- /V-(3-methyl-1 -phenyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridin-4-yl)-A/ , -(4-nitro-benzylidene)- 
hydrazine, 

40 

- A/-(3-methyl-1 -phenyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridin-4-yl)-A/'-(2-nitro-benzylidene)- 
hydrazine, 

- A/-(3-methyl-1 -phenyl-1 H-pyrazolo[3 I 4-b]pyridin-4-yl)-A/ , -(4-trifluoromethyl- 
45 benzylidene)-hydrazine, 

- A/-(3-methyl-1 -phenyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridin-4-yl)-Ar-(5-nitro-furan-2- 
ylmethylene)-hydrazine, 
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- A/-(3-methyl-1 -phenyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridin-4»yl)-A/ , -(2-trifluoromethyl- 
benzylidene)-hydrazine, 

5 - /V-(3-methyl-1 -phenyl-1 H-pyrazoloP^-blpyridin^-yO-AT^e-nitro- 
benzo[1 f 3]dioxol-5-ylmethylene)-hydrazine, 

- Acide 4-(3-chloro-4-methoxy-benzylamino)-1 -ethyl-1 H-pyrazolo[3,4Hb]pyridine- 
5-carboxylique, 

10 

- 4-(3-chloro-4-methoxy-benzylamino)-1 -ethyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5- 
(pyridin-4-ylmethyl)-amide, 

- 4-(3-chloro-4-methoxy-benzylamino)-1 -ethyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5- 
15 (tetrahydro-furan-2-ylmethyl)-amide, 

- 4-(3-chIoro-4-methoxy-benzylamino)-1 -ethyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-(5- 
hydroxy-pentyl)-amide, 

20 - 4-(3-chloro-4-methoxy-benzylamino)-1 -ethyl-1 H-pyrazolo[3 f 4-b]pyridlne-5-[3- 
(2-oxo-pyrrolidin-1-yl)-propyl]-amide, 

- ester ethylique de Tacide 4-ferf-butylamino-1-(2-chloro-2-phenyl-ethyl)-1H- 
pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-carboxylique, 

25 

- ester ethylique de Tacide 1-(2-chloro-2-phenyl-ethyl)-4-cyclopropylamino-1H- 
pyrazolotS^-blpyridine-S-carboxylique, 

- ester ethylique de Tacide 1-(2-chloro-2-phenyl-ethyl)-4-propylamino-1H- 
30 pyrazolop^-blpyridine-S-carboxylique, 

-ester ethylique de Tacide 1-(2-chloro-2-phenyl-ethyl)-4-phenylamino-1H- 
pyrazolop^-falpyridine-S-carboxylique, 

35 - ester ethylique de Tacide 4-butylamino-1 -(2-chloro-2-pheny!-ethyl)-1 H- 
pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-carboxylique, 

- ester ethylique de Tacide 1-(2-chloro-2-phenyl-ethyl)-4-(2-ethoxy-ethylamino)- 
1H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-carboxylique f 

40 

- ester ethylique de Tacide 4-benzylamino-1-(2-chloro-2-phenyl-ethyl)-1H- 
pyrazolo[3,4-6]pyridine-5-carboxylique f 

- ester ethylique de Tacide 1-(2-chloro-2-phenyl-ethyl)-4-phenethylamino-1/-/- 
45 pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-carboxylique. 
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Les composes peuvent etre sous forme de sel. ester, racemique, isomere actif, 
etc. La capacite des composes a proteger les cellules des radicaux libres peut 
etre verifiee in vitro. Un compose tout particulierement prefere est I'etazolate, le 
tracazolate ou !e cartazolate, plus prSferentiellement I'etazolate. 

La presente invention propose ainsi, pour la premiere fois, une intervention 
therapeutique liant une modulation des radicaux libres et une modulation du 
recepteur GABA(A) comme cible therapeutique pour le traitement des deficits 
cognitifs associes aux maladies neurodegeneratives. Selon des modes de mise 
en oeuvre particuliers, Hnvention peut etre utilisee pour traiter les deficits 
cognitifs en phase precoce de ces maladies. Elle est applicable notamment 
dans le cas de la maladie d'Alzheimer, de la demence vasculaire, de la choree 
de Huntington et de la maladie de Parkinson. 

15 Un objet tout particulier de invention reside dans I'utilisation d'un compose 
pyrazolopyridine pour la preparation d'un medicament pour traiter le deficit 
cognitif chez les patients atteints de la maladie d'Alzheimer et de la demence 
vasculaire. 

20 Un autre objet de Hnvention reside dans I'utilisation d'un compose 
pyrazolopyridine, notamment Tetazolate, pour la preparation d'un medicament 
pour traiter I'ischemie cerebrate. 

Un autre objet de invention concerne I'utilisation d'un modulateur du GABA(A) 
25 et/ou des radicaux libres pour la preparation d'une composition pharmaceutique 
destinee au traitement des pathologies neurodegeneratives, notamment de la 
maladie d'Alzheimer et la demence vasculaire, ou des troubles ou desordres 
cognitifs chez les patients atteints de telles pathologies. Le compose modulateur 
utilise peut etre tout compose chimique, d'origine naturelle ou synthetique, 
30 notamment une molecule organique ou inorganique, d'origine vegetale, 
bacterienne, virale, animale, eucaryote, synthetique ou semi-synthetique, 
capable de moduler I'expression ou I'activite des radicaux libres (ROS). 
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Les composes utilises dans le cadre de la presente invention peuvent §tre 
formules et administres de differentes fagons. L'administration peut etre realisee 
par toute methode connue de rhomme du metier, de preference par voie orale 

5 ou par injection, systemique ou locale. L'injection est typiquement r6alis6e par 
voie intra-oculaire, intra-peritoneale, intra-c6r6brale, intra-veineuse, intra- 
arterielle, sous-cutanee ou intra-musculaire. L'administration par voie orale ou 
systemique est preferee. Les doses ad ministries peuvent etre adaptees par 
Thomme de I'art. Typiquement, de 0,01 mg a 100 mg / kg environ sont injectes, 

10 pour des composes de nature chimique. Des dosages unitaires particuliers sont 
par exemple de 0,5 a 40 mg par dose administree. II est entendu que des 
injections repetees peuvent etre realisees, eventuellement en combinaison avec 
d'autres agents actifs ou tout vehicule acceptable sur le plan pharmaceutique 
(ex., tampons, solutions saline, isotonique, en presence d'agents stabilisants, 

is etc.). 

Le vehicule ou excipient acceptable sur le plan pharmaceutique peut etre choisi 
parmi des solutes tampons, solvants, Hants, stabilisants, emulsifiants, etc. Des 
solutes tampons ou diluant sont notamment le phosphate de calcium, sulfate de 

20 calcium, lactose, cellulose, kaolin, mannitol, chlorure de sodium, amidon, sucre 
en poudre et hydroxy propyl methyl cellulose (HPMC) (pour liberation retard). 
Des Hants sont par exemple I'amidon, la gelatine et des solutes de remplissage 
comme le sucrose, glucose, dextrose, lactose, etc. Des gommes naturelles ou 
synthetiques peuvent aussi etre utilisees, comme notamment Talginate, la 

25 carboxymethylcellulose, la methylcellulose, la polyvinyl pyrrolidone, etc. D'autres 
excipients sont par exemple la cellulose et du stearate de magnesium. Des 
agents stabilisants peuvent etre incorpores aux formulations, comme par 
exemple des polysaccharides (acacia, agar, acide alginique, gomme guar et 
tragacanth, la chitine ou ses derives et des ethers de cellulose). Des solvants ou 

30 solutes sont par exemple la solution Ringer, Teau, I'eau distillee, des tampons 
phosphates, des solutions salines phosphatees, et autres fluides 
conventionnels. 
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L'invention est utilisable chez les mammiferes, notamment chez I'etre humain. 
Les resultats presentes dans les exemples illustrent I'efficacite de l'6tazolate a 
ameliorer la viabilite de neurones places en conditions d'excitotoxicite, de stress 
5 oxydatif ou d'ischemie cerebrale, et a ameliorer les capacites de memorisation 
des animaux dans une situation aversive. 

L'invention permet egalement le developpement de tests, kits ou precedes de 
detection, depistage ou diagnostic in vitro de ces pathologies, bases sur une 
10 determination de la presence d'une deregulation ou d'une alteration dans un 
gene, un messager ou une proteine PDE4 ou, AKAP1 ou encore 
GABA(A)RAPL1 , chez un sujet. L'invention fournit egalement des outils pour la 
mise en oeuvre de tels tests, notamment des sondes, amorces, cellules, reactifs, 
etc. 

15 

Linvention fournit egalement des tests ou precedes pour cribler des molecules 
candidates pour le traitement des maladies neurodegeneratives, comprenant la 
determination de la capacite des molecules a Her AKAP1, GABA(A)RAPL1 , le 
recepteur GAB(A) et/ou la PDE4, notamment les forme alterees de ces genes 
20 ou proteines telles que decrites ci-avant 

D'autres aspects et avantages de la presente invention apparaTtront a la lecture 
• des exemples qui suivent, qui doivent etre consideres comme illustratifs et non 
limitatifs. 

25 

LEGENDE DES FIGURES 

Figure 1: Effet neuroprotecteur de Tetazolate sur la toxicite induite par 
NMDA/serine sur les cellules granulaires du cervelet. 
30 Figure 2: Effet neuroprotecteur de I'etazolate sur la toxicite induite par le kainate 
sur les cellules granulaires du cervelet. 
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Figure 3: Effet neuroprotecteur de I'etazolate sur la toxicite induite par 
NMDA/serine sur les neurones corticaux. 

Figure 4: Effet neuroprotecteur de I'etazolate sur la toxicite induite par le kainate 
sur les neurones corticaux. 
5 Figure 5 : Effet neuroprotecteur de I'etazolate sur la toxicite induite par 
NMDA/serine sur les cellules de moelle epiniere ventrale 

Figure 6: Effet neuroprotecteur de I'etazolate sur la toxicite induite par le 6- 
hydroxydopamine sur les cellules SH-SY5Y 

Figure 7 : Effet protecteur de I'etazolate dans le modele d'infarctus cerebral 
10 chez le rat. 

EXEMPLES 

15 Exemple 1 : Identification de la PPE4, AKAP1 et GABA(A)RAPL1 comme 
cibles moleculaires de rexcitotoxicite 

L'analyse qualitative differentielle a ete effectuee a partir d'ARN poly adenyles 
(poly A+) extraits d'echantillons de cerveaux d'animaux correspondant aux 
20 differents stades, sans isolement prealable des neurones afin de prendre en 
compte un maximum d'evenements d'epissages altematifs lies au 
developpement de la pathologie. 

Les ARN poly A+ sont prepares selon des techniques connues de Thomme de 
25 metier. II peut s'agir en particulier d'un traitement au moyen d'agents 
chaotropiques tels que le thiocyanate de guanidium suivi d'une extraction des 
ARN totaux au moyen de solvants (phenol, chloroforme par exemple). De telles 
methodes sont bien connues de Thomme du metier (voir Maniatis et al. v 
Chomczynsli et al., Anal. Biochem. 162 (1987) 156), et peuvent etre aisement 
30 pratiquees en utilisant des kits disponibles dans le commerce. A partir de ces 
ARN totaux, les ARN poly A+ sont prepares selon des methodes classiques 
connues de Thomme de metier et proposees par des kits commerciaux. 
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Ces ARN poly A+ servent de matrice a des reactions de transcription inverse a 
I'aide de reverse transcriptase. Avantageusement sont utilisees des reverse 
transcriptases depourvues d'activite RNase H qui permettent d'obtenir des 
premiers brins d'ADN complementaire de tailles superieures a ceux obtenus 
5 avec des reverse transcriptases classiques. De telles preparations de reverse 
transcriptases sans activite RNase H sont disponibles commercialement. 
Pour chaque point de la cinetique de developpement de la pathologie (30 jours, 
60 jours et 90 jours) les ARN poly A+ ainsi que les ADNc simple brins sont 
prepares a partir des animaux transgeniques (T) et des animaux controles 
10 syngeniques (C). 

Conformement a la technique DATAS, pour chaque point de la cinetique sont 
realisees des hybridations d'ARNm (C) avec des ADNc (T) et des hybridations 
reciproques d'ARNm (T) avec des ADNc (C). 

Ces heteroduplex ARNm/ADNc sont ensuite purifies selon les protocoles de la 

15 technique DATAS. 

Les sequences d'ARN non appariees avec un ADN complementaire sont 
liberees de ces heteroduplex sous Taction de la RNase H, cette enzyme 
degradant les sequences d'ARN appariees. Ces sequences non appariees 
represented les differences qualitatives qui existent entre des ARN par ailleurs 

20 homologues entre eux. Ces differences qualitatives peuvent etre localisees 
n'importe ou sur la sequence des ARN, aussi bien en 5\ 3* ou a I'interieur de la 
sequence et notamment dans la sequence codante. Selon leur localisation, ces 
sequences peuvent etre non seulement des modifications d'epissage mais 
egalement des consequences de translocations ou de deletions. 

25 Les sequences d'ARN representant les differences qualitatives sont ensuite 
donees selon les techniques connues de I'homme de metier et notamment 
celles decrites dans le brevet de la technique DATAS. 

Ces sequences sont regroupees au sein de banques de cDNA qui constituent 
des banques qualitatives differentielles. Une de ces banques contient les exons 
30 et les introns specifiques de la situation saine ; les autres banques contiennent 
les evenements d'epissage caracteristiques des conditions pathologiques. 
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L'expression differentielle des clones a ete veriftee par hybridation avec des 
sondes obtenues par reverse-transcription & partir d'ARN messagers extraits 
des differentes situations etudiees. Les clones hybridant de fagon differentielle 
ont ete retenus pour analyse ulterieure. Les sequences identifies par DATAS 
5 correspondent a des introns et/ou a des exons exprimees de fagon differentielle 
par epissage entre les situations pathologiques et la situation saine. Ces 
evenements d'epissage peuvent etre specifiques d'une etape donnee du 
developpement de la pathologie ou caracteristiques de I'etat sain. 

10 La comparaison de ces sequences avec les banques de donnees permet de 
classifier les informations obtenues et de proposer une selection raisonnee des 
sequences selon leur interet diagnostique ou therapeutique. 

La realisation de DATAS sur des ARN d'animaux controles et transgeniques 
is ages de 60 jours a permis d'isoler un fragment d'ADNc derive de PARNm de la 
phosphodiesterase 4B. Ce fragment correspond a un fragment d'exon 
specifiquement present dans les animaux controles et done specifiquement 
delete dans les animaux transgeniques pour SOD1G93A au stade 60 jours. Ce 
fragment recouvre les nucleotides 377 a 486 references a partir du codon stop 
20 de ia PDE4B de souris (sequence accessible dans GenBank, n°AF208023). 
Cette sequence comprend 2912 bases, le fragment delete correspondant aux 
bases 2760 a 2869. Cette region est non codante et est exprimee 
differentiellement entre les animaux controles et les animaux transgeniques, du 
fait de Tutilisation alternative d'un exon 3' non codant ou du fait de Tutilisation de 
25 deux sites de polyadenylation alternatifs. 

La realisation de DATAS sur des ARN d'animaux controles et transgeniques 
ages de 60 jours a egalement permis d'isoler un fragment d'ADNc derive de 
I'ARNm de AKAP1. Ce fragment correspond a un fragment d'exon 
30 specifiquement present dans les animaux controles et done specifiquement 
delete dans les animaux transgeniques pour SOD1G93A au stade 60 jours. Ce 
fragment est homoiogue aux nucleotides 1794 a 2322 de la sequence 
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reference dans GenBank sous le n°NM_009648 . Cette region est codante et 
est exprimee differentiellement entre les animaux controles et les animaux 
transgeniques, du fait d'un epissage alternatif. 

5 La realisation de DATAS sur des ARN d'animaux controles et transgeniques 
ages de 60 jours a egalement permis d'isoler un fragment d'ADNc derive de 
I'ARNm de GABA(A)RAPL1 . Ce fragment correspond a un fragment d'exon 
specifiquement present dans les animaux controles et done specifiquement 
delete dans les animaux transgeniques pour SOD1G93A au stade 60 jours. Ce 
10 fragment est homologue aux nucleotides 1055 a 1461 de la sequence 
referencee dans GenBank sous le n°BC024706 . Cette region est derivee de la 
region 3* non-codante et est exprimee differentiellement entre les animaux 
controles et les animaux transgeniques. 

is Ces elements permettent d'elucider et de definir des voies de signalisation 
importantes, et montrent que la signalisation dependante du GABA(A)R semble 
alteree dans le cerveau de patients atteints de la maladie d'Alzheimer. En effet, 
I'analyse par criblage differentiel qualitatif selon la technique DATAS des ARNm 
extraits de cortex prefrontal de patients atteints de la maladie d'Alzheimer d'une 

20 part et d'ARN extraits de la meme region de cerveau d'individus controles ayant 
le meme age, a mis en evidence des alterations d'epissage de I'ARNm codant 
pour la proteine GABA(A)RAP (GABA(A) Receptor Associated Protein). Cette 
alteration revele la retention de 135 bases d'une sequence intronique au niveau 
de la base 273 de la sequence repertoriee dans GenBank sous le numero 

25 NM_007278.1 . Cette retention modifie la phase ouverte et done la fonctionnalite 
de la proteine GABA(A)RAP. Cette proteine etant impliquee dans la 
presentation et la desensibilisation du recepteur GABA(A), I'analyse DATAS 
revele une alteration a ce niveau de la regulation des activites synaptiques. 
La signalisation GABA represente Fun des plus puissants mecanismes de 

30 regulation negative de I'activite synaptique. Lors de la stimulation de ce 
recepteur GABA(A) par le neuromediateur GABA, ce recepteur qui est un canal 
ionique permet I'entree d'ions chlore qui participent a la repolarisation des 
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neurones. Le recepteur GABA(A) presente une structure pentamerique formee 
de I'association de 2 sous-unites alpha, deux sous-unites beta et une sous-unite 
accessoire, delta, epsilon ou gamma principalement. 
Les agonistes du recepteur GABA(A) sont anxiolytiques mais amnesiants. 
5 Les antagonistes du recepteur GABA(A) sont anxiogenes, proconvulsants et 
promnesiants. 

De plus, il est connu que, dans le cerveau de patients atteints de la maladie 
d'Alzheimer, I'une des sous-unites du recepteur GABA(A), la sous-unite beta3, 
est sous-exprimee. 

10 

La sous-unite epsilon, presente dans I'hippocampe et qui est une des premieres 
structures cerebrates a etre alteree dans le developpement de la maladie 
d'Alzheimer, confere des proprietes pharmacologiques originates au recepteur 
GABA(A). En effet, la liaison, via les sous-unites beta, aux recepteurs GABA(A) 

15 qui contiennent une sous-unite epsilon, d'agents pharmacologiques comme les 
pyrazolopyridines, tels le tracazolate et I'etazolate, accelere la desensibilisation 
du recepteur GABA(A) apres interaction avec le neurotransmetteur GABA. Cet 
effet est particulierement interessant puisque le vieillissement est associe a une 
augmentation de la duree necessaire a la desensibilisation du recepteur 

20 GABA(A). 

Une alteration de la sous-unite epsilon, comme celle decrite dans la presente 
invention, associee a I'allongement de la periode necessaire a la 
desensibilisation des recepteurs GABA(A) dans les processus lies a I'age 
comme la maladie d'Alzheimer, peut done etre corripensee par le traitement des 
patients avec des agents pharmacologiques, comme les pyrazolopyridines, tels 
le tracazolate et I'etazolate. Ce dernier compose presente egalement I'avantage 
d'etre un inhibiteur de PDE4 dont I'invention montre I'implication dans les 
phenomenes d'excitotoxicite. 

La possibilite d'affecter cette vote de signalisation peut conduire a des 
traitements particulierement efficaces des pathologies neurodegeneratives, 
notamment des maladies degeneratives associees a une alteration des 
fonctions cognitives comme la maladie d'Alzheimer et la demence vascuiaire. 
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Exemple 2 : Inh ibition de I'excitotoxicite 

5 Dans cet exemple, des neurones granulaires du cervelet, des neurones 
corticaux ainsi que des cellules de moelle epiniere ventrale de rat ont ete mis en 
culture selon les techniques comme decrit ci-dessous. 

Culture primai re des cellules granulaires de cervelet : 

10 Les rats Wistar ages de sept jours sont decapites et leurs cervelets sont 
disseques. Apres avoir enleve les meninges, le tissu est coupe en petits 
morceaux et trypsinise pendant 15 minutes a 37°C. Les cellules sont dissociees 
par trituration et mises en cultures a une densite 300.000 cellules par cm 2 dans 
du milieu basal Eagle supplements avec 10% du serum de veau foetal et 2 mM 

15 glutamine. Le lendemain 10 uM ARA-C, un anti-mitotique, est ajoute pour 
empecher la proliferation des cellules gliales. Les cellules sont traitees 9 jours 
apres la mise en culture avec le compose inhibiteur etazolate, avant I'addition 
des toxiques, 50 pM kainate ou 100 pM N-methyl-D-aspartate en presence de 
10 pM D-serine. Le 8-bromo-cAMP est ajoute juste avant les toxiques. Tous les 

20 traitements sont effectues au minimum en double et dans au moins deux 
cultures differentes. Apres une incubation de six heures la toxicite est mesuree 
par un test MTT. Les resultats, normalises a la moyenne du non-traite, sont 
statistiquement analyses par le test de Wilcoxon. La valeur significative est 
determinee a p inferieur ou egal a 0.05. 

25 

Cultures primaires des cellules cortjcajes : 

Des embryons de rat Wistar, ages de 16 jours, sont preleves et les cortex sont 
disseques. Apres la trypsination a 37°C pendant 25 minutes, les cellules sont 
dissociees par trituration. Les cellules sont ensemencees dans du milieu 
30 essentiel minimum, supplements avec 10% de serum de cheval et 10% de 
serum de veau foetal et 2 mM glutamine, a une densite de 300.000 cellules par 
cm . Apres 4 jours en culture la moitie du milieu est changee avec du milieu 
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essentiel minimum supplements avec 5% de s6rum de cheval et 2 mM 
glutamine. Le meme jour, 10 [iM de 5-fluoro-2-deoxyuridine, un anti-mitotique, 
est ajoute. Apres sept et onze jours de culture, la moitie du milieu est changee 
par du milieu conditionne. Le milieu conditionne est compose de MEM 
5 contenant 5 % de serum de cheval et 2 mM glutamine ; ce milieu est passe sur 
un tapis d'astrocytes corticales pendant une nuit avant son utilisation. A jour 14, 
les cellules sont traitees avec le compose inhibiteur etazolate, avant I'addition 
des toxiques, 50 \sM kainate ou 20 |jM N-methyl-D-aspartate en presence de 10 
MM D-serine. Tous les traitements sont effectues au minimum en double et dans 
10 au moins deux cultures differentes. Apres une incubation de six heures la 
toxicite est mesuree par un test MTT. Les resultats, normalises a la moyenne du 
non-traite, sont statistiquement analyses par le test de Wilcoxon. La valeur 
significative est determinee a p inferieur ou egal a 0.05. 

15 Cultures primaires de cellules de moelle epiniere ventrale : 

Les cellules sont isolees a partir d'embryons de rat Wistar ages de 14 jours. A 
leur arrivee, les rates gestantes sont sacrifices par du dioxyde de carbone. 
Le chapelet d'embryons est preleve et mis dans une boTte contenant du PBS. 
La moelle epiniere de chaque embryon est dissequee et la corde ventrale est 

20 separee des cordes dorsales. Les cordes ventrales sont ensuite trypsinisees a 
37°C pendant 20 min. L'effet de la trypsine est arrete par I'addition d'un milieu 
compose de milieu Leibovitz 15, 20% de serum de cheval, supplement N2 (1X), 
20% de glucose (3.2mg/ml), 7.5% de bicarbonate (1.8mg/ml) et de L-glutamine 
(2mM). Les cellules sont dissociees par trituration. Les amas tissulaires sont 

25 enleves et les cellules dissociees sont ensuite quantifiees par coloration au bleu 
de trypan. Les cellules ensemencees a une densite de 250 000 cellules/cm 2 
dans un milieu compose de milieu neurobasal, de serum de cheval (2%), de 
supplement B27 (1X), et de glutamine (2mM). Apres 3 jours de culture in vitro, 
un agent anti-mitotique, TARA-C (5pM), est ajoute aux cellules afin d'inhiber la 

30 production de cellules gliales. Les cellules sont mises en culture a 37°C dans un 
incubateur humidifie (5% C02) pour 9 jours. Apres 9 jours de culture, les 
cellules sont traitees avec le compose inhibiteur : Tetazolate, avant Tajout de 
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25pM de N-methyl-D-aspartate (NMDA) en presence de 10|jM D-serine. Tous 
les traitements sont effectues au minimum en double et dans au moins deux 
cultures differentes. Apres 3 heures d'incubation avec NMDA/D-serine comme 
toxique la toxicite est revelee par test MTT. 
5 Les resultats sont normalises a la moyenne des controles non traites et 
analyses statistiquement par un test de Wilcoxon avec p inferieure a 0.05. 

Test MTT : 

La toxicite est mesuree en utilisant le test MTT. Apres ('incubation avec les 
composes, du MTT est ajoute a une concentration finale de 0.5 mg/ml par puits. 
Les plaques sont ensuite incubees pendant 30 minutes a 37 °C dans le noir. Le 
milieu est aspire et les cristaux sont remis en suspension dans 500 \il de DMSO 
(dimethylsulfoxyde). L'absorbance a 550 nm est lue et le pourcentage de 
viabilite est calcule. 

Resultats : 

Les resultats obtenus sont presentes sur les figures 1-5. Ces resultats illustrent 
I'effet protecteur des composes de I'invention sur la survie neuronale. Lors du 
20 co-traitement des neurones par un inhibiteur de I'invention, un effet protecteur 
dose-dependant est observe dans les modes deduction de I'excitotoxicite 
(NMDA/Serine et/ou kainate). 

Les figures 1 et 2 pr6sentent des resultats obtenus a I'aide de I'etazolate sur les 
25 cellules granulaires du cervelet Les resultats presentes montrent que I'etazolate 
permet d'atteindre sur ces cellules un effet protecteur de 40% dans le cas du 
traitement NMDA/Ser, et de 50% dans le cas de la toxicite induite par le kainate. 

Les figures 3 et 4 presentent des resultats obtenus a Taide de I'etazolate sur les 
30 neurones corticaux. Les resultats presentes montrent que I'etazolate permet 
d'atteindre sur ces cellules un effet protecteur de 47% dans le cas du traitement 
NMDA/Ser, et de 40% dans le cas de la toxicite induite par le kainate. 
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La figure 5 presente les resultats obtenus avec I'etazolate sur les cellules de 
moelle epiniere ventrale. Ces resultats montrent que I'etazolate permet 
d'atteindre sur ces cellules un effet protecteur de 36% dans le cas du traitement 
5 NMDA/Ser. 

La presente invention documente done non seulement rimplication de la PDE4B 
et des recepteurs GABA(A) dans les mecanismes d'excitotoxicite, mais 
egalement la capacite d'inhibiteurs a preserver la viabilite neuronale lors de 
10 stress lies a rexcitotoxicite. 

Exemple 3 : Inhibition du stress oxvdatif 

15 Dans cet exemple, des cellules de la lignee SH-SY5Y ont ete mises en culture 
selon les techniques connues de I'homme de metier. Ces cellules, derivees 
d'un neuroblaste humain, possedent les proprietes qui caracterisent un 
precurseur neuronal a un stade precoce du developpement. 
Le toxique employe est la 6-hydroxydopamine (6-OHDA) qui induit un stress 

20 oxydatif. La toxicite est mesuree par un test MTT. 

La figure 6 presente les resultats obtenus avec Tetazolate sur les cellules SH- 
SY5Y. Ces resultats montrent que Tetazolate permet d'atteindre sur ces cellules 
un effet protecteur de 40% dans le cas du traitement 6-OHDA. 

25 

Uetazolate est done un protecteur potentiel, in vitro, de la mort cellulaire induite 
par les ROS. 

Le potentiel neuroprotecteur d'etazolate est done renforce par les resultats 
obtenus dans Texemple 2 et 3. 

30 
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Exemple 4 : Etude de I'ischemie chez le rat 

L'effet protecteur in vivo de I'etazolate a ete evalue dans un modele d'infarctus 
cerebral chez le rat. Au cours de cette etude, un infarctus cerebral a ete 
5 provoque par une occlusion intracavitaire de la carotide interne et des arteres 
moyennes du cerveau. Un groupe de huit rats a ete traite avec I'etazolate 
(10mg/kg, p.o.) avant et plusieurs fois apres I'occlusion. Un groupe de huit rats a 
ete traite avec le compose de reference, L-NAME (1mg/kg, i.p.) avant et 
plusieurs fois apres I'occlusion. Un groupe de huit rats n'a ete traite qu'avec le 
10 vehicule. Les effets ont ete evalues par des observations cliniques, des tests 
fonctionnels neurologiques et par la determination de la taille de I'infarctus a la 
fin de I'etude. 

Les resultats obtenus montrent que I'etazolate induit une reduction en moyenne 
15 de 28% de la taille de I'infarctus par rapport au contrdle (voir exemple en figure 
7). D'autre part, une amelioration de I'hypoactivite a ete observee dans le 
groupe traite a I'etazolate par rapport au groupe controle (31% pour le groupe 
etazolate versus 42% pour le groupe controle). De plus revaluation 
neurologique des animaux demontre une amelioration dans le groupe traite par 
20 rapport au groupe controle. 

Exemple 5 : Te st du labvrinthe aauatiaue (piscine de Morris! 

25 Ce test est utilise pour evaluer les capacites a memoriser et a gerer de 
I'information spatiale chez le rat dans une situation aversive. La tache consiste 
pour I'animal a localiser a I'aide des indices distaux une plate-forme « refuge », 
invisible par immersion dans un bassin rempli d'eau opacifiee. Le dispositif 
permet d'evaluer la memoire de reference de I'animal (la plate-forme reste a la 

30 meme place a chaque jour du test). Ce test permet d'apprecier des 
performances mnesiques dependantes des fonctions de I'hippocampe des 
animaux testes. Notamment, ce test permet de discriminer les performances de 
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rats adultes (10 mois) et celles de rats ages (30 mois). L'hippocampe est une 
structure cerebrale dont les fonctions sont alterees precocement dans la 
maladie d'Alzheimer. Le test de piscine de Morris est done particulierement 
reconnu par I'homme de metier comme permettant d'apprecier les proprietes 
5 pharmacologiques de composes destines a traiter la maladie d'Alzheimer ainsi 
que les autres pathologies associees a un deficit cognitif. 
Des rats ages traites par I'etazolate (3mg/kg et 10mg/kg) administre par voie 
orale alnsi que des rats traites par le vehicule ont ete utilises pour cette etude. 
Les performances de ces animaux dans le test de la piscine de Morris ont ete 

10 comparees a celles d'un groupe controle de rats adultes. 

Le traitement par 3mg/kg d'etazolate ameliore legerement les performances des 
rats ages. Le traitement par 10mg/kg d'etazolate rapproche de facon importante 
les performances des animaux ages de celles des animaux adultes. 
Ce resultat Indique que I'etazolate ameliore les proprietes mnesiques et 

15 cognitives dependantes de l'hippocampe, permettant de reduire les deficits de 
performance lies a I'age. Ce resultat qualifie I'etazolate pour le traitement des 
troubles cognitifs lies a I'age comme la maladie d'Alzheimer notamment. 

Exemole 6 : Utilisation Cliniaue chez I' Horn me 

20 

Cet exemple decrit les conditions d'utilisation chez I'homme de I'etazolate pour 
le traitement de maladies neurodegeneratives. Cet exemple illustre le potentiel 
therapeutique de I'invention et ses conditions d'utilisation chez I'homme. 

25 Dans cette etude, des doses uniques croissantes d'etazolate (0.5, 1, 2, 5, 10 et 
20 mg) ont ete administrates par voie orale sous forme de gelules dosees a 0.5 
et 5 mg a des groupes differents et sequentiels de huit sujets jeunes et sains, 
volontaires, de sexe masculin. Cette etude a ete realisee dans un seul centre, 
en double aveugle et deux des huit sujets ont recu un placebo. Les parametres 
evalues ont ete la tolerance clinique (apparition d'effets adverses, de signes 
cliniques, changement dans la pression arterielle ou la frequence cardiaque), 
electrocardiographique (enregistrement de I'ECG) et biologique (hematologie et 
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biochimie sanguine, examen urinaire) pendant les 24h suivant radministration 
du produit. Un dosage plasmatique du produit a ete realise chez chaque sujet a 
differents temps avant et apres radministration du produit (0,25 - 0,50 - 1,00 - 
1 ,50 - 2,00 - 3,00 - 4,00 - 5,00 - 6,00 - 8,00 - 1 0,00 - 1 2,00 et 24,00 heures). 
5 Un dosage urinaire du produit a egalement ete realise a partir des urines 
collectees avant et apres radministration du produit (4, 4-8, 8-12 et 12-24 
heures). 

A Tissue de cette phase d'administration de doses croissantes, un groupe 
10 supplemental de six sujets regoit a deux reprises une dose d'etazolate : a jeun 
et au cours d'un repas riche en graisse. L'objectif de cette seconde partie est de 
comparer revolution des taux sanguins du produit entre les deux conditions 
d'administration. Les parametres evalues sont la tolerance clinique (apparition 
d'effets adverses, de signes cliniques, changement dans la pression arterielle 
15 ou la frequence cardiaque), electrocardiographique (enregistrement de I'ECG) et 
biologique (hematologie et biochimie sanguine, examen urinaire) pendant les 
24h suivant radministration du produit. Un dosage plasmatique du produit est 
realise chez chaque sujet a differents temps avant et apres radministration du 
produit (0,25 - 0,50 - 1,00 - 1,50 - 2,00 - 3,00 - 4,00 - 5,00 - 6,00 - 8,00 - 
20 10,00 - 12,00 et 24,00 heures). Un dosage urinaire du produit est egalement 
realise a partir des urines collectees avant et apres radministration du produit 
(4, 4-8, 8-1 2 et 1 2-24 heures). 

Une gelule gastro-resistante est egalement developpee pour ce produit de fagon 
a pouvoir I'utiliser dans les etudes cliniques chez I'homme. 

25 

Les resultats obtenus au cours de la premiere phase d'etude de doses 
croissantes ont montre que Tetazolate etait bien tolere et n'a pas entraTne 
d'effets secondaires. De plus, les dosages plasmatiques ont confirme chez 
rhomme la bonne absorption du produit aux doses fortes. 
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REVENDICATIONS 

1. Utilisation d'un compost de la famille des pyrazolopyridines pour la 
preparation d'une composition pharmaceutique destinee au traitement des 

5 deficits cognitifs chez des patients atteints de maladie neurodegenerative. 

2. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que le compose est 
I'etazolate ou le tracazolate, de preference I'etazolate. 

10 3. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que le compose est 
choisi parmi les composes suivants : 

Ester ethylique de I'acide 4-butylamino-1-ethyl-6-methyl-1H-pyrazolo[3,4- 
o]pyridine-5-carboxylique (tracazolate), 

15 Ester ethylique de I'acide 4-butylamino-1-ethyl-1H-pyrazolo[3,4-o]pyridine-5- 
carboxylique 

1 -(4-amino-pyrazolo[3,4-D]pyridin-1 -yl)-p-D-1 -deoxy-ribofuranose 

20 Ester ethylique de I'acide 1 -ethyM-CN'-isopropylidene-hydrazino)-! H- 
pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-carboxylique (SQ 20009), 

4- amino-6-methyl-1 -n-pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridine 

25 Ester ethylique de I'acide 4-Amino-1 -ethyl-6-methyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridine- 

5- carboxylique (desbutyl tracacolate), 

4- amino-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-carboxamide f 

30 Ester ethylique de I'acide 1 -ethyl-6-methyl-4-methylamino-1 H-pyrazolo[3,4- 
to]pyridine-5-carboxylique, 

Ester ethylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1-propyl-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridine- 

5- carboxylique, 

35 

Ester ethylique de I'acide 1-ethyl-4-ethylamino-6-methyl-1H-pyrazolo[3,4- 
6]pyridine-5-carboxylique, 

Ester ethylique de I'acide 4-amino-1-butyl-6-methyl-1f/-pyrazolo[3,4-o]pyridine- 
40 5-carboxylique, 

5-(4-amino-pyrazolo[3,4-6]pyridin-1-yl)-2-hydroxymethyl-tetrahydro-furan-3-ol, 
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ester allylique de I'acide 1-allyl-4-amino-6-methyl-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5- 
carboxylique, 

acide 4-amino-6-methyl-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-ib]pyridine-5-carboxylique, 

ester ethylique de I'acide 4-amino-1-ethyl-3,6-dimethyl-1H-pyrazolo[3,4- 
&]pyridine-5-carboxylique, 

ester ethylique de I'acide 4-dimethylamino-1-ethyl-6-methyl-1/V-pyrazolo[3,4- 
d]pyridine-5-carboxylique, 

ester ethylique de I'acide 1-ethyl-6-methyl-4-propylamino-1H-pyrazolo[3,4- 
&lpyridine-5-carboxylique, 

ester ethylique de I'acide 4-amino-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-/>]pyridine-5- 
carboxylique, 

ester ethylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1-pent-4-ynyl-1H-pyrazolo[3,4- 
b]pyridine-5-carboxylique, 

4-amino-1 -but-3-enyl-1 H-pyrazolo[3,4-6]pyridine-5-allylamide, 

4-amino-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-isopropylamide, 

4-amino-1-pentyl-N-n-propyl-1H-pyrazolo-[3,4-b]pyridine-5-carboxamide, 

ester allylique de I'acide 4-amino-1-butyl-6-methyl-1H-pyrazolo[3,4-6]pyridine-5- 
carboxylique, 

ester ethylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1-pent-3-ynyl-1H-pyrazolo[3,4- 
/?]pyridine-5-carboxylique, 

4- amino-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-/>]pyridine-5-prop-2-ynylamide 

ester allylique de I'acide 4-amino-1-(3-methyl-butyl)-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridine- 

5- carboxylique, 

4-amino-1-pentyl-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-N-(2-propenyl)carboxamide, 

ester allylique de I'acide 4-amino-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5- 
carboxylique, 

4-amino-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-ib]pyridine-5-butylamide, 

ester allylique de I'acide 4-amino-1-but-3-ynyl-6-methyl-1H-pyrazolo[3,4- 
b]pyridine-5-carboxylique, 
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ester allylique de I'acide 4-amino-1-but-3-enyl-6-methyl-1H-pyrazolo[3,4- 
fcJpyridine-5-carboxylique, 

4- amino-6-methyl-1-pentyl-1H-pyrazolo[3,4-d]pyridine-5-allylamide, 

ester allylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridine- 

5- carboxylique, 

ester allylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1 -(3-methyl-butyl)-1 H-pyrazolo[3,4- 
6]pyridine-5-carboxylique, 

ester isobutylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4- 
6]pyridine-5-carboxylique, 

4-amino-6-methyl-1-pentyl-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-butylarnide, 

ester allylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1-(3-methyl-but-2-enyl)-1H- 
pyrazolo[3,4-6]pyridine-5-carboxylique, 

4-amino-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-cyclopropylamide, 

ethyl 4-amino-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-hydroxamate, 

ester prop-2-ynylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4- 
b]pyridine-5-carboxylique, 

ester allylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1-pent-4-ynyl-1H-pyrazolo[3,4- 
b]pyridine-5-carboxylique, 

ester allylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1-pent-4-enyl-1H-pyrazolo[3,4- 
6]pyridine-5-carboxylique, 

4-amino-1 -pent-3-ynyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-propylamide, 

4-amino-1-pentyl-1H-pyrazolo[3,4-/)]pyridine-5-cyclopropylmethyl-amide, 

ester 2-methyl-allylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4- 
/>]pyridine-5-carboxylique, 

4-Amino-1-pent-3-ynyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-allylamide (IC1 190,622), 
4-amino-1-pent-4-ynyl-N-2-propenyl-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-carboxamide, 
4-amino-1-pent-3-ynyl-1H-pyrazolo[3,4-6]pyridine-5-prop-2-ynylamide, 
4-amino-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-j£>]pyridine-5-but-2-ynylamide, 
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ester allylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1-pent-3-ynyl-1H-pyrazolo[3,4- 
b]pyridine-5-carboxylique, 

ester allylique de I'acide 4-amino-1-<2-cyclopropyl-ethyl)-6-methyl-1H- 
pyrazolo[3 ,4-b]pyridine-5-carboxylique, 

ester allylique de I'acide 4-amino-1-hex-5-ynyl-6-methyl-1H-pyrazolo[3,4- 
6]pyridine-5-carboxylique, 

4-amino-1-pent-3-ynyl-1AY-pyrazolo[3,4-/t>]pyridine-5-cyclopropylmethyl-amide, 

ester but-3-enylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4- 
b]pyridine-5-carboxylique, 

ester cyclopropylmethylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1 -pentyl-1 H- 
pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-carboxylique, 

4- butylamino-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-allylamide, 

ester 2-cyclopropyl-ethylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1 -pentyl-1 H- 
pyrazolo[3,4-/b]pyridine-5-carboxylique, 

ester cyclopropylmethylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1-pent-3-ynyl-1H- 
pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-carboxylique, 

ester cyclopropylmethylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1-pent-4-ynyl-1H- 
pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-carboxylique, 

ester ethylique de I'acide 4-amino-1-benzyl-6-methyl-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridine- 

5- carboxylique, 

4-amino-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-benzylamide, 

4-amino-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-phenylamide, 

ester benzylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4- 
b]pyridine-5-carboxylique, 

4-Azido-1 -p-D-ribofuranosylpyrazolo[3,4-b]pyrid ine, 

1 -pent-3-ynyl-N-2-propenyl-4-propionamido-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5- 
carboxamide, 

2-(4-amino-pyrazolo[3,4-b]pyridin-1-yl)-5-hydroxymethyl-tetrahydro-furan-3,4- 
diol, 

2-(6-methyl-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridin-4-ylamino)-ethanol, 
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3- (6-methyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridin-4-yIamino)-propan-1 -ol f 

ester propylique de I'acide 3-(6-methyl-1H-pyrazolo[3 f 4-b]pyridin-4-ylamino)- 
acetique, 

5 

ester ethylique de I'acide 2-(6-methyl-1H-pyrazolo[3,4-6]pyridin-4-ylamino)- 
propionique, 

ester ethylique de Tacide 2-(6-methyl-1H-pyrazolo[3,4-jb]pyridin-4-ylamino)- 
10 pentanoique, 

ester ethylique de Tacide 2-(6-methyl-1H-pyrazolo[3 J 4-6]pyridin-4-ylamino)- 
benzoique, 

15 ester propylique de Tacide 3-(6-methyl-1 H-pyrazolo[3,4-6]pyridin-4-ylamino)- 
pentanoTque, 

/V-benzylidene-Af-(3-methyl-1 -phenyl-1 H-pyrazolo[3,4-ft]pyridin-4-yl)-hydrazine, 

20 A/-furan-2-ylmethyIene-AT-(3-methyI-1 -phenyl-1 H-pyrazoIo[3,4-fc]pyridin-4-yl)- 
hydrazine, 

/V-(4-fluoro-benzylidene)-A/ , -(3-methyl-1 -phenyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridin-4-yl)- 
hydrazine, 

25 

A/-(3-furan-2-yl-allylidene)-AT-(3-methyM -phenyl-1 H-pyrazolo[3,4-/>]pyridin-4-yl)- 
hydrazine, 

A/-(4-methoxy-benzylidene)-AT-(3-methyH -phenyl-1 H-pyrazolo[3,4-f>]pyridin-4- 
30 yl)-hydrazine, 

4- [(3-methyl-1 -phenyl-1 H-pyrazolo[3 f 4-ib]pyridin-4-yl)-hydrazonomethyl]- 
benzonitrile, 

35 A/-benzo[1 , 3]dioxol-5-ylmethylene-AT-(3-methyl-1 -phenyl-1 H-pyrazolo[3,4- 
b]pyridin-4-yl)-hydrazine, 

A/-(3-methyI-1 -phenyl-1 H-pyrazolo[3,4-ib]pyridin-4-yI)-A/ , -(4-nitro-benzylidene)- 
hydrazine, 

40 

W-(3-methyl-1 -phenyl-1 H-pyrazolop^-blpyridin^-yO-AT^-nitro-benzylidene)- 
hydrazine, 

A/-(3-methyl-1 -phenyl-1 H-pyrazolo[3 f 4-ib]pyridin-4-yl)-Ar-(4-trifluoromethyl- 
45 benzylidene)-hydrazine, 

A/-(3-methyl-1 -phenyl-1 H-pyrazolop^-blpyridin^-yO-AT^S-nitro-furan^- 
ylmethylene)-hydrazine, 
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/V-(3-methyl-1 -phenyl-1 H-pyrazolo[3,4-6]pyridin-4-yl)-A/ , -(2-trifluoromethyl- 
benzylidene)-hydrazine, 

5 A/-(3-methyl-1 -phenyl-1 Ay-pyrazolo[3,4-b]pyridin-4-yl)-A/ , -(6-nitro- 
benzotl.Sldioxol-S-ylmethyleneJ-hydrazine, 

Acide 4-(3-chloro-4-methoxy-benzylamino)-1 -ethyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5- 
carboxylique, 

10 

4-(3-chloro-4-methoxy-benzylamino)-1 -ethyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5- 
(pyridin-4-ylmethyl)-amide t 

4-{3-chloro-4-methoxy-benzylamino)-1 -ethyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5- 
15 (tetrahydro-furan-2-ylmethyl)-amide, 

4-(3-chloro-4-methoxy-benzyIaminoH^ 
hydroxy-pentyl)-amide, 

20 4-(3-chloro-4-methoxy-benzylamino)-1 -ethyl-1 H-pyrazolo[3,4-Z)]pyridine-5-[3-(2- 
oxo-pyrrolidin-1-yl)-propyl]-amide, 

ester ethylique de I'acide 4-ferf-butylamino-1-(2-chloro-2-phenyl-ethyl)-1H- 
pyrazolo[3,4-/)]pyridine-5-carboxylique, 

25 

ester ethylique de I'acide 1-(2-chloro-2-phenyl-ethyl)-4-cyclopropylamino-1H- 
pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-carboxyIique, 

ester ethylique de I'acide 1-(2-chloro-2-phenyl-ethyI)-4-propylamino-1H- 
30 pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-carboxylique, 

ester ethylique de I'acide 1-(2-chloro-2-phenyl-ethyl)-4-phenylamino-1H- 
pyrazolo[3 f 4-b]pyridine-5-carboxylique f 

35 ester ethylique de I'acide 4-butyIamino-1 -(2-chloro-2-phenyl-ethyl)-1 H- 
pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-carboxylique, 

ester ethylique de I'acide 1-(2-chloro-2-phenyl-ethyl)-4-(2-ethoxy-ethylamino)- 
IH-pyrazoloIS^-blpyridine-S-carboxylique, 

40 

ester ethylique de I'acide 4-benzylamino-1 -(2-chlbro-2-phenyl-ethyl)-1 H- 
pyrazoIo[3,4-b]pyridine-5-carboxylique, et 

ester ethylique de I'acide 1-(2-chloro-2-phenyl-ethyl)-4-phenethylamino-1H- 
45 pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-carboxylique. 
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4. Utilisation selon I'une quelconque des revendications precedentes, pour le 
traitement de deficit cognitif chez un patient atteint de la maladie d'Alzheimer, de 
la demence vasculaire, de la maladie de Parkinson ou de la choree de 
Huntington. 

5. Utilisation de I'etazolate pour la preparation d'une composition 
pharmaceutique destinee au traitement des deficits cognitifs chez des patients 
atteints de maladie neurodegenerative, en particulier de la maladie d'Alzheimer 
et ia demence vasculaire. 

6. Utilisation seion I'une quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee en ce que la composition est administree par voir orale ou 
systemique. 
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